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低温STMに よるDNA塩 基配列決定 と
加工 をめざして





走 査 トソネ ル顕微 鏡(ScanningTunnelingMicroscope:STM)は[1]、 試 料表 面 の原 子 ひ とつ一 つ を
実空 間 で直接 観 察 あ るい は加工(反 応)で き る能 力 を もつ表面 分析 手法 で あ り、1983年 に発 表 され て以 来、
凄 ま じい勢 いで あ らゆ る研究 分野 で 導入 され て い る[2-4]。 このSTMを 用 いた研 究 の 目的 の 中 で、最
も興 味深 く重 要 な もの は、 「DNA塩 基 配列 決定 と加工*」 で あ ろ う。実 際 に'80年 代後 半 か ら'90年 代初
頭 の間 、STMを 用 い たDNA塩 基配 列 決定 と加 工 を 目指す 研 究が 熱狂 的 に行 わ れた[2-4]。 しか し、再
現性 の あ る信 頼 で きる結果 が得 られ な い まま研 究 の熱 は さめ 、現 在で は一 部 の グルー プが 研究 を担 うだ
け に な って しま った[5,6]。 我 々 は この"一 度 あ き らめ られ た テ ーマ"を も う一度 冷 静 に見 つ め直 し、
我 々独 自のア プ ロー チ及 び手法 を開 発 す る こ とに よ り目的 を着実 に達成 しつ つ あ る[3]。 そ の 中で鍵 と




が流れる。この トシネル電流の大きさは表面 ・探 針間の距離に指数関数的に依存する。そこで、探針を
圧電素子によって表面に沿う方向に走査しながら、フィードバック系で トンネル電流が一定になる よう
に表面に垂直方向の位置を制御すると、試料表面の原子尺度の凹凸の情報が得られる。
(注)DNA塩 基配 列決定 と加 工
DNAの 塩 基配 列決 定 は既存 の技 術 で は、 多量 に複 製 された 同一 のDNA試 料 が必 要 とされ るな ど
改 良す べ き点 が多 いた め、 よ り画期 的 な手 法 の 開発 が 望 まれ て い る。 も し、STMに よ る塩 基 配列
決定 が実用 化 され れ ば、塩 基 配列 決定 に要 す るDNA試 料 は1ヶ か ら可能 とな る他 、 ラニ ン グコス
トの低 下 、 ス ピー ドの 向上 等 の メ リ ッ トが あ る。 また 、決 定 的 なSTMの メ リッ トと して 、塩 基配














実 空 間で のSTMの 模 式 図bエ ネル
ギー 図 で の模 式 図 。 φ、:基 板 の 仕
事 関数 、 φ,:探 針 の仕 事 関数 、θγ:
バ イア ス電圧 、EF:フ ェル ミレベル、
E:ト ンネル す る波 動関 数(電 子)
の エ ネ ル ギ ー レベ ル 。 図1b中 の
1/2(φ,十 φ,一θV)一E(中 央 で 上
向 きの矢 印)は 基 準 点のE。か ら任 意
の レベルEに あ る電子 が通過 す るべ
きポテ ンシ ャル障 壁 の平均 高 さを表
す 。EF(E=0)に あ る レベ ル の電
子 が通 り抜 け るべ きポ テ ンシ ャル障
壁 は 最 も低 く、 そ の トソ ネル 確 率
(T(E,eV))は 最 も大 き くな る。EF
よ り深 くな るに つれ て、 トンネル確
率 は低下 す る。
中央 の右 向 きの一群 の矢 印は その こ
とを示 してい る。
その トソ ネル電流1は 、次 式 に従 う。
1=∫ 「ぎρs(r,E)ρt(r,一 θy十E)T(E,eV,r)dE
T(E,θV)=exp[一{2Z(2m)1!2/h}{(φ 、十 φt)/2十 θVF/2-E}1/2]
即 ち、1は 、 バ イア ス電圧(eV)の エネル ギ ー範 囲 内 の試 料 と探 針 の局所 状 態密 度(ρ 、と ρ,)及び、 ト
ンネル確 率(T)(試 料 一探 針距 離(Z)、 仕 事 関数(φ 、,φ,)、 トソ ネルす る波 動 関数(電 子)の エネ ル ギー
(E)の 関 数)の コン ボ リュー シ ョンであ る。 また この こと は、STM像 が原子 の位 置 を単純 に画像化 した
もの で あ るとは限 らない ことを示 して い る[2-4]。 しか しな が ら多 くの場合(詳 細 は参考 文献 を参 照 さ
れた い)、 分 子 一基板 の 吸着 系のEF近 傍 の局所状 態 密度(荒 っぼ く』言 えぱ分 子軌 道)を 主 に反映 した像 が
得 られ る ことが知 られて い る[7-9]。
(注)ト ソネル電 流
図1bの よ うに、 電子 の持 つ エ ネル ギ ーが ポテ ソ シ ャル障 壁 の高 さ よ り低 い場 合で も、(量 子 力
























図2bにCu(111)清 浄 表面 のSTMを 示 す。 斜 め に走 る単 原 子 ス テ ップ に よ って隔 て られ た原 子 レベル
で 平坦 なテ ラスが見 え る。 なお、 テ ラス上 に見 られ る小 さな黒 点 は、 炭素 な どの異 種原 子 サ イ ト(点 欠
陥)を 反 映 して い る。 この よ うな清 浄表 面 に、 ア デ ニ ソを5ヶ 含 ん だ単 鎖 のDNAオ リゴマ ー(以 後
pA5と 略 す る)を 真空 噴霧 法 に よって蒸 着 した。 そ のSTM像 を図2cに 示 す。 この 図に は直径2-3nm程
度 の ドー ナ ッツ状 を した明 るい 像 が見 られ る。 これ らが 、DNAオ リゴマ ーの一 つ 一 つで あ る。 また、
原 子的 に平坦 なテ ラスや さ らには黒 い点 欠陥 の構 造 まで が、噴 霧前 後 で変 わ りな いの がわ か る。つ ま り、
基 板表面 を酸 化 や汚染 す る こ とな くDNAをCu(111)清 浄 表面 に吸着 させ るこ とに成功 したの で あ る。
さ らにpA5を 詳 細 に観 察 した結 果 、内部構 造 の ア デニ ンに対 応す ると思 われ る5つ の明点 を画像 化す
る ことがで きた(図3a-c)。 観察 されたpA5の 表面 吸着 構造 モ デル を 図2dに 示す 。 この モ デル にお い
て、親 水性 の燐酸 と糖 の 部分 は内側 を向 く一 方、疎 水 性 の アデニ ンの部 分 は その外 側 に向 い た構 造 を し
てい る[10,11]。 なお 、詳細 な議 論 は割愛 す るが 、得 られ たSTM像 で の明点 は 、 アデ ニ ソが基 板 にそ の














図2a本 研 究 で用 い た超 高真 空 低温STM装 置 と真 空 噴霧 法 の 説 明図。DNA水 溶液 は市 販 の パ ル スバ
ル ブ(米 国GeneralValveCo .,Series9)よ り導入 され る。第 一筆 者 が この パル ス バル ブを知 っ
たの は、理 化 学研 究所(埼 玉県和 光 市)の 表 面化 学 研究 室 にお いて川 合 真紀先 生(理 研 ・主 任研
究 員)と 吉信 淳先 生(現 東大 物性 研 ・助 教授)の 指 導下 で研 究 を行 って いた博 士課 程1年 次 の時
に さか のぼ る。 また、DNAを 水 溶液 の まま超 高真 空 系 に噴射 す る手法 は、燈 明成 寿 氏(当 時理
学 研究 科 ・化学 専攻 ・修 士1年)と 議 論 して い る時1こ考 えつ いた もので あ る。
b真 空 噴霧 前 のCu(111)清 浄 表面 。 右上 か ら左下 に走 る単 原子 ステ ップ の高 さは約0 .2nmで あ る。
c真 空 噴霧 法 に よってCu(111)清 浄表 面 に蒸 着 された 、 アデ ニ ソを5つ 含 んだ単 鎖 のDNAオ リゴ
マ ー(pA5)のSTM像 。 直径 約2-3nm程 度 の ドー ナ ッツ状 の 明 るい 吸着 物 がpA5の 一つ 一つ で あ







図3a-c真 空 噴霧 法 に よってCu(111)清 浄表 面 に蒸 着 されたpA5のSTM像 を3次 元表 示 した もの。内
部 構造 の ア デニ ソに対 応す ると思 われ る明点 が良 く判 る。各 明点 は 、ア デニ ソが下地 のCu(111)
基 板 にそ の分子 面 を平行 に して吸 着 して い る部 分 に対応 して い ると思 わ れ る。
d観 察 され たpA5の 吸着 構造 モデ ル。親 水 性 の燐 酸 と糖 の部 分 は 内側 を 向 く一 方 、疎 水性 の アデ
ニ ンの部分 はそ の外 側 に 向いた構 造 を してい る。 この構 造 モ デル は中川 孝 臣氏(当 時 ・理 学研
究科 ・化学 専攻 ・修 士1年)が 作 成 した。
さて 、 この よ うにDNAをSTM観 察 す る ことが で きた とな る と、次 は異 種塩 基分 子 間 の識別 とい うこ
とに な る。 しか し現 在 までのSTM観 察 の結果 、"室 温"に お いて はDNAオ リゴマ ーはCu(111)基 板 上
で動 きやす い とい うことが分 か った[10,11]。 また 、DNAオ リゴマ ー の形 状 は ま さに紐 の よ うな柔軟 な
構造 を して い るため 、様 々 な形(コ ンフ ォー メー シ ョソ)を 取 り うる。 そ して室温 で は 、熱 エ ネル ギー の
た め に 自然 に 吸着構i造が変化 して しまい 、い わ ば"ピ ソぼけ"STM像 しか撮 る ことが で きな い[13,16,
17]。 図2bに 見 られ る 白い筋等(白 い矢 印)は 、分 子 が移 動 した痕 跡 で あ る。 この 限界 を克 服 す るの は
意 外 と容 易で あ る。 す なわ ち、STM観 察 を液 体窒 素 温度程 度の低 温 で行 うだ けで 、DNAオ リゴマ ー分
子 を凍 結 で き るの で あ る。蛇 足 で はあ るが、"単 体 の核 酸塩 基分 子"を 一 分子 ず つ くっ き りと観察 す る
ことに我 々 は成功 してい る[14-17]。
5.低 温STM=オ リ ゴ マ ー
ここで はDNAオ リゴマー と して アデ ニ ソとチ ミソを7ヶ ず つ含 んだ 単鎖DNAオ リゴマ ー(pA7T7)
を もちい た。 そ の狙 い は、 内部構 造 の塩 基分 子 の種 類 の違 いを識 別 す るこ と及 び 、本 来 のDNAの 構 造
で あ る2重 らせ ん構造 を低温(約80K)STMで 観 察 す る こ とで あ る。残 念 なが ら測 定条 件 が充 分 に詰
め られて い ない た め、塩 基 分子 の 違 いが判 るほ どの像 は とれて い な い(図4a,b)。 しか し、2重 らせ
ん構造 はSTM観 察 す るこ とがで きた(図4c中 央)。 つ ま り、2本 のpA7T7が 相補 的 な対 と な って2重
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らせ ん を構 成 して い る よ うに見 え る。 この らせ ん の周 期 は約3.5nmで 、 自然 界 に存 在 す る いわ ゆ る
"W
atson-CrickDNAの それ の3.4nmと ほ ぼ一致 す る[18,19]。 一方 、 観察 された2重 らせ ん構造 の高
さは0.4nm以 下 とWatson一 αickDNAの それ の2nmよ り遙 か に小 さい。 この謎 を よ り直接 的 に調 べ
るた め に、2重 らせ ん構 造 を保 って い る ことが確 か な環 状 プ ラス ミ ドを リフ ァレンス と して比 較 して み
ること に した。
図4a真 空 噴霧 法 に よ ってCu(111)清
浄表 面 に蒸着 された アデ ニ ンとチ
ミソを7つ ず つ 含 ん だDNAオ リ
ゴマ ー(pA7T7)のSTM像 。 内
部 構 造 の塩 基分 子 に対応 す ると思
われ る明点が 良 く判 る。
baの 吸着 構造 モデ ル。
c2重 らせ んを組 んで い るpA7T7
オ リゴマ ー。観 察 され た2重 らせ
ん の周期 がWatson-CrickDNA
の それ(3.4nm前 後)と 良 く一
致 す る。
6,低 温STM観 察=環 状 プ ラ ス ミ ドDNA
約3000塩 基対 を も った環状 プ ラス ミ ドDNAは 、 オ リ ゴマ ー と同様 に真 空噴 霧 され、Cu(111)表 面 に
蒸着 され た。 図5に 得 られ た プ ラス ミ ドDNAの 低 温(約95K)STM像 の い くつ かを示 してお く。 なお 、
段 々畑 の よ うな背 景 の構造 は 、Cu(111)表 面 等 に固 有 の ステ ップや デ ィス ロケー シ ョソ(断 層 み たい な
もの)で あ る。 いず れのSTM像 にお いて も観 察 され た プ ラス ミ ドDNAは 全 く法 則 性 のな い吸着 構 造 を
と って い る よ うに見 え る。 この結 果 は、 噴霧 前 の溶 液 中 で の構 造 が い くらか反 映 され て い るこ とを示唆
して い ると思 われ、 非常 に興味深 い。 なお 、環状構 造 が切 れた り、 あ るい は断片化 した よ うなプ ラス ミ
ドは一 ヶ も見つ か らなか った。 こ こで まず 強調す べ き事 実 は、我 々が開 発 した蒸着法 、真空 噴霧法 に よっ
て 、 プ ラス ミ ドDNAの よ うな 巨大分子 を分解 させ る ことな しに蒸 着 で きた とい うことで あ ろ う。
問題 とな って い る2重 らせ ん構 造 も観 察 で きた。 図6aのSTM像 か ら判 る よ うに 、DNA鎖 に沿 って ス
トライプ状 の 内部 構 造 が見 られ る。 このSTM像 とWatson-CrickDNAの 模式 図 とを等 スケー ルで示 し
た 図6b,cか らも判 るよ うに、観 察 され たSTM像 での 周期 は2.6-3.6nmで あ り、Watson-CrickDNA
で の3.4nmと ほぼ一 致 す る。 即 ち、 プ ラス ミ ドDNAの2重 らせ ん構 造 が我 々のSTM観 察 に よって あ ら
わ に画 像化 され た ことが わ か る。 なお 、 前 の4章 で も少 し述 べ た が、 低 温(約80K)時 よ りも熱 エ ネ
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ル ギー が何倍 も大 きい 室温 で は、 モル フォ ロジーや コソフ ォメー シ ョソが変 化 しや す く、 これ程 くっ き
りと2重 らせ ん構 造 を観察 す る ことは難 しい。
一
図5a-d'真 空 噴霧 法 に よってCu(111)清 浄表 面
に蒸 着 され た約3000塩 基対 の 大 き さの環 状
プ ラス ミ ドDNAの 一 連 のSTM像 。 段 々畑
の よ うな背 景 は、Cu(111)表 面 等 に 固有 の
ステ ップや デ ィス ロケ ー シ ョン(断 層 み た
い な もの)で あ る。 真空 噴霧 法 に よ って 、
プ ラス ミ ドDNAの よ うな巨 大 分子 を分 解




図6a真 空 噴 霧法 に よ ってCu(111)清 浄 表 面 に
蒸 着 され た約3000塩 基対 の大 き さの環状 プ
ラ ス ミ ドDNAのSTM像 。DNA鎖 に沿 っ
て ス トライ プ状 の 内部構 造 が見 られ る。
baのSTM像 で 白い点 線 で囲 われ た長 方 形
の領域 のズ ー ム像 。
cWatson-CrickDNAの 模式 図。bとc
は互 い に等 ス ケール に合 わせ て あ る。 観察
され たSTM像 で の周 期 は2.6-3.6nmで
あ り、Watson-CrickDNAで の3.4nmと
ほぼ一 致す る。
一 連 の プ ラス ミ ドDNAのSTM像(図5 ,6)中 での 高 さは0.2-0.4nm程 度 で あ り、pA7T7(図4c)
で得 られ た値 とほぼ一 致 して い るの で、pA7T7も2重 らせ んで あ る ことが裏 付 け られ た。 詳 細 な議 論
は割 愛 す るが 、以 上 の結果 か ら2重 らせ んの 高 さが この よ うに低 く観察 され る理 由 の うち、STMの 結
像 原理 に由来 す る もの は次 の よ うに考 え られ るで あろ う。2章 で述 べ た とお り、STM像 は トソネ ル電:
流 の コン トラス トを画 像化 す るもの であ り、そ の トンネル電流 の コ ソ トラス トは局 所状 態 密度 と トンネ
ル確率 に依存 す る。Cu(111)基 板 に吸 着 したDNAの 分 子軌 道 は 、下 地基 板 の金 属 的状 態 と混成 し、 そ
の局所 状 態密 度 が トンネル電 流 に寄 与 す る。 この と き下地 基 板 と混 成 で きるDNAの 部分 は一部 で あ り、
お よそ下地 基板 表面 と直 に吸 着相 互 作用 を及 ぼ して い る部分 、 つ ま り、 吸着 部位 付近 に 限 られ る と推測
され る。 この よ うに考 えれ ば 、吸 着 したDNAの 真 の高 さ(原 子 座 標)で はな く、 吸着 部位 付 近 の お よ
そ0.2-0.4nmが 高 さと して 主 に画 像化 され る ことが説 明で きる。 なお 、原子 座標 に近 い真 の高 さを直
接 測 るた め に、探 針 一試料 間 に流 れ る"ト ンネ ル電流"を 検 出 す るSTMだ け では な く、 探針 一試 料 間
に働 く`力"(原 子間 力)も 検 出 す 出来 る走 査型 プ ロー ブ顕微 鏡 に よ る測定 も現在 併 せて行 って お り、
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この結 果 を紹 介 で き る機会 が再 びあれ ば と願 って い る。
7.将 来 展 望
我 々 が切 り開 いた世 界 を礎 と し、学 内
外や 国 内外 問わず 様 々 な研 究者 に よる個
性 あふれ る発 展 が今後 期待 で きるで あろ
う。我 々が現 在取 り組 ん で い る ことは、
DNAの 塩 基 配 列 決 定 と加 工 だ けで は な
い。 例 え ば、 図7のSTM像 で は、DNA
が絡 ま り合 った り、別 れ た りして い るの
が わか る。 つ ま り、DNAやRNA、 酵 素
等の 生体 高分子 間 の反 応 や生命 の営 み を
原 子 ・分子 レベ ルの分 解能 で 直接観 察 し
た り反 応 させた り出来 る とこを示 して い
るの で あ る。 さ らに は 自然 の摂 理 と人 の
知 恵 に根 ざ した分 子 デバ イ ス等 へ の応用




図7a真 空 噴霧 法 に よっ てCu(111)清 浄 表 面 に蒸 着 され た
約3000塩 基 対 の大 きさの環 状 プ ラス ミ ドDNAのSTM
燥 。DNAが 絡 ま り合 った り、別 れ た りして い るの が
わか る。
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